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同调控的。目前人们对对虾白斑综合症病毒（White spot syndrome virus, WSSV）
基因的转录调控机制了解的还比较有限。为了提供用于病毒基因转录调控研究的
一个平台，本论文构建了对虾白斑综合症病毒的启动子文库。该文库包含了
WSSV 基因组中 154 个开放阅读框（open reading frame，ORF）上游约 500 bp
调控区序列。这些调控区都被克隆到 △PIZ IE/V5-EGFP 载体中，连接在报告基
因 EGFP 的上游。这一启动子文库可以用于研究宿主和病毒的蛋白对 WSSV 基
因转录的调控。为了对 WSSV 基因启动子的性质有个初步的了解，我们将文库
中的 154 个质粒分别转染到 High-five 细胞中，并检测 EGFP 的表达。结果表明，
其中 17 个 WSSV 启动子区可以在 high-five 细胞中激活报告基因的转录。这些
启动子区分别是：wsv045P，wsv119P，wsv172P，wsv188P，wsv192P，wsv207P，
wsv226P，wsv260P，wsv285P，wsv299P，wsv343P，wsv407P，wsv447P，wsv482P，
wsv486P，wsv489P，wsv513P。而其余的 137 个启动子区则不能在 high-five 细
胞中激活 EGFP 的表达。进一步的分析表明，在 17 个表现出活性的启动子中，
有 15 个含有 TATA box；同时，CCACCC 序列在这些启动子上出现的频率也很
高。 
此外，上述 17 个 WSSV 基因启动子能够被宿主的转录因子所启动，符合病





果表明，在 CHX 存在的情况下，所有 20 个待测基因都可以在造血组织细胞中






















Viral gene transcription is regulated by both the cellular and viral transcription 
factors. Until now the transcriptional regulation mechanism of White Spot Syndrome 
Virus（WSSV）is not fully understood. In this thesis, to build up a platform for the 
research on WSSV gene transcriptional regulation, a WSSV promoter library 
containing the 5’ regulatory regions of 154 WSSV ORFs was constructed. The DNA 
fragments immediately upstream of the start codons of WSSV ORFs, which were 
expected to contain core promoter elements, were cloned into △PIZ IE/V5-EGFP. To 
get a general view of the promoter regions of WSSV genes, we transfect each of the 
library construct into High-five cells. The results showed that among the 154 WSSV 
promoter regions analysed, only 17 could activate the expression of the reporter gene 
EGFP. These promoters are wsv045P, wsv119P, wsv172P, wsv188P, wsv192P, wsv207P, 
wsv226P, wsv260P, wsv285P, wsv299P, wsv343P, wsv407P, wsv447P, wsv482P, 
wsv486P, wsv489P, wsv513P. Further analysis showed that 15 of the 17 active 
promoters contain a TATA box, and a CCACCC motif was also frequently presented.  
In addtion, since 17 WSSV genes contain promoters can be activated solely by 
host transcription factors, we asked if they are immediate early genes. RT-PCR 
analysis showed that 11 genes, wsv119, wsv172, wsv188, wsv207, wsv226, wsv285, 
wsv299, wsv343, wsv447, wsv482 and wsv489 could be transcribed in the presence of 
the protein synthesis inhibitor cycloheximide (CHX) when crayfish hematopoietic 
tissue cells are infected by WSSV, indicating they are IE genes. Further investigation 
showed that WSSV IE genes were differentially expressed in WSSV infected crayfish 
hemocyte and hematopoietic tissue cells, indicating a difference of viral replicatioin in 
these two cells.  
 
 















1  前言 
1.1  对虾白斑综合症病毒的研究概况 











一，其典型症状是病虾头胸甲部位可见大量的 0.5-3 mm 大小不等的白色斑点
[2-4]( 图 1-1 )。 
 
 




















虾白斑病毒 DNA，发现 PCR 产物只有少许差别，研究结果推测为同一种新型病
毒。随后，Lightner[13]等建议将这类杆状病毒统一命名为白斑综合症病毒 (White 
spot syndrome virus, WSSV) 。 
1.1.2  对虾白斑综合症病毒的大小和形态结构 
电镜观察显示，WSSV 是一类杆状型的非包涵体病毒。完整病毒颗粒[3]长
约 210-380 nm，宽约 70-167 nm。病毒的结构主要由囊膜（envelop）、核衣壳 
(nucleocapsid)、以及两者之间的被膜层 (tegument)构成。病毒粒子的囊膜约 6-7 
nm 厚，是由内外两层膜及中间的间质构成。有些纯化的病毒颗粒上具有一个尾
状结构，它可能是病毒囊膜的延伸[3]。病毒的核衣壳位于囊膜之内，长约 180-420 
nm，宽约 54-85 nm，厚约 6 nm。由 14-19 个沿长轴排列的结构单元组成，每个
结构单元约为 23 nm 厚，两两之间有约 6 nm 的间隔。每个结构单元由一些小环
沿长轴叠加而成，每一个小环由两列平行排列的 12-14 个直径 8-10 nm 的球状蛋
白亚基构成，这些球状亚基主要成分是 VP664 蛋白[3]。核衣壳内部是一高电子密
度的区域，由病毒基因组 DNA 和 DNA 结合蛋白 VP15 构成。核衣壳形状由球














图 1-2 对虾白斑综合症病毒结构[3] 
a.完整病毒颗粒；b.核衣壳；c.病毒结构示意图 



















ensis)、中国对虾 (Fenneropenaeus. chinensis)、印度虾 (P.indicus)、墨吉对虾
(P.merguiensis)、长毛对虾 (P.penicillatius)、熊虾 (P.semisulcatus)、美国蓝虾 
(P.setiferus)等。此外，WSSV 还感染其它生活在海水、淡水，以及半咸水的甲壳
动物，例如螯虾、蟹、龙虾、寄居蟹；以及轮虫、箭虫、多毛虫、甚至一些水生













1.1.4  对虾白斑综合症病毒的生活周期 
目前对 WSSV 的生活周期的认识并不完善，现有的认识主要集中在 WSSV






















到膜结构中，这时在病毒来源的基质和边聚的染色质之间出现了 Crowdry A 氏
包涵体。细胞核膨大，变圆。 
（3）病毒核衣壳逐渐由一端到另一端生成，同时囊膜逐步包裹核衣壳。此时细
胞内的 Crowdry A 氏包涵体变小，边聚染色质消失，核膜破裂，细胞器出现异
常。 
（4）病毒核衣壳完成组装，随后核衣壳被囊膜完全包裹。 





根据现有的数据，研究者对 WSSV 的生活周期进行了推测，绘制了 WSSV



































1.2  对虾白斑综合症病毒的分离纯化 
    分离纯化 WSSV 是确诊白斑综合症病的论据，也是进行白斑综合症病的监
测、预防和进一步研究 WSSV 必须取得的材料。目前 WSSV 感染用对虾价格昂
贵，加上饲养不易，所以寻找 WSSV 替代的宿主，建立感染动物模型是非常必




工喂养容易等优势，目前，克氏螯虾已经成为实验室 WSSV 研究中 常用的替
代宿主。 
    1995 年，台湾地区 早报道了 WSSV 的分离纯化[12, 25]。研究者收集了受病
毒感染的斑节对虾，分离纯化得到 WSSV 病毒粒子后用 Sal I 酶切后克隆至质粒
pUC19 中，建立 WSSV 基因组文库。研究表明该病毒具有双链 DNA，预测大小
超过 150 kb。不过随后的研究结果证实所获得的病毒 DNA 是不完整的。1997 年， 
Yang[35]建立了一种快速有效提取、纯化 WSSV 核衣壳及其完整基因组 DNA 的
方法，并首次获得了纯的完整病基因组 DNA，大小约为 290 kb。2000 年 van Hulten 
等[36-37]从泰国收集患病草虾的血清中分离到完整的病毒粒子，并通过蛋白 N 端
测序鉴定了 3 条主要的 WSSV 结构蛋白（VP26、VP28、VP24）。随后作者又利
用同样的方法从感染病毒的克氏鳌虾的血清中分离到完整的病毒粒子，并鉴定了
另外 2 条主要的 WSSV 结构蛋白（VP15、VP19）[38]。 

















Degree papers are in the “Xiamen University Electronic Theses and Dissertations Database”. Full
texts are available in the following ways: 
1. If your library is a CALIS member libraries, please log on http://etd.calis.edu.cn/ and submit
requests online, or consult the interlibrary loan department in your library. 
2. For users of non-CALIS member libraries, please mail to etd@xmu.edu.cn for delivery details.
厦
门
大
学
博
硕
士
论
文
摘
要
库
